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 Phoma-like fungi are cosmopolitan, and common plant pathogens in nature. In Japan, several plant 
diseases caused by the fungi have been reported. However, taxonomic position of these fungi to species 
level was not always discussed. In this study, 38 isolates of phoma-like fungi were isolated from several 
diseased plants, and nine new diseases were recognized by combing phylogenetic analyses using four loci, 
morphological observations and pathogenicity test. We also dealt with the taxonomic problem for 'Phoma 
wasabiae Yokogi'. The fungus is cause of the black leg disease on wasabi (Wasabia japonica, Brassicaceae). 
From our literature survey, 'Phoma wasabiae' was a nomen nudum and not validly published. In order to 
clarify the nomenclature of this important species, and in light of the fact that no validly published name 
exists for it, we proposed the new species, Plenodomus wasabiae, with our specimen from Shimane 
prefecture, Japan. Lastly, we constructed own Local Blast as a new diagnostic technique to more easily 
identify phoma-like fungi. Our blast was made possible to identify using the ident (%) obtained by searching 
tub2. This method not only improves the quickness of disease diagnosis of phoma-like fungi, but also helps 
reclassify and re-identify phoma-like fungi adapted to the latest classification. 
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1．諸言 
Phoma 様菌類は葉枯れや茎枯れ，根腐れ等を引き起こ
す植物病原菌である．本菌はこれまで，その単純な形態
的特徴から難同定菌類として扱われ，本菌群の同定・診
断には専門知識を要した． Torres et al.（2005）は分子系
統学的手法により Phoma 様菌類の分類学的再検討を行い，
それ以降世界中で複数遺伝子領域を用いた分子系統解析
による同定および分類が始まった［1, 2］．しかし，日本
植物病名データベースによると，我が国で登録された主
要な Phoma 様菌類（Ascochyta 属，Didymella 属，Phoma
属）の病名 247 件のうち，約 25 % は種が未同定のままで
ある．さらにその中には，現在の分類体系に則っていな
い学名が多く登録されている（2018 年 12 月現在）． 
そこで本研究では，① 形態および最新の分子系統学的
手法を取り入れた Phoma 様菌類の病害診断と新規病名提
案，② Phoma 様菌類の分類学的再検討，③ Phoma 様菌
類専用の Local Blast で行う簡易同定診断技術の確立，の
3 つを軸に，最終的に迅速かつ正確で簡易的な同定の実現
を目指した． 
 
 
2．材料および方法 
(1) 材料 
農業生物資源ジーンバンクより取り寄せた MAFF 菌株
および，罹病植物サンプルより得た分離菌株を用いた． 
(2) 病害診断 
 各宿主植物に対する病原性再現試験，菌体の形態観察
および計測，温度別菌叢生育試験，ITS，LSU，rpb2 およ
び tub2 遺伝子領域を用いた分子系統解析等を実施し，病
原菌の詳細な所属の検討を行った． 
(3) 分類学的再検討 
 Phoma wasabiae について（2）で診断を行った後，原記
載および標本の調査を行い，その所属の再検討を行った． 
(4) 簡易同定診断技術の確立 
i. シーケンスデータの選抜と Local Blast の構築 
Phoma 様菌類は現在少なくても Pleospora 目の 7 科に点
在している（Aveskamp et al．2010）が，Boerema et al.（2004）
によって報告されたうちのおよそ 7割はDidymella科に属
する（Chen et al. 2015）．そこで Didymella 科に焦点を絞
り Local Blast を構築した．Didymella 科のシーケンスデー
タはAbdel-Wahab et al.（2017）， Chen et al.（2017）， Jayasiri 
et al.（2017），Babaahmadi et al.（2018）から 22 属の ex-type 
strain，representative strain を収集した．Local Blast の構築
には BioEdit（http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html）
を使用した［3, 4, 5, 6, 7, 8, 9］． 
ii. 同定診断に使用する遺伝子領域の選択 
シーケンスデータ量が充実していること，各領域で作
製した系統樹が属ごとに独立した系統枝を形成すること，
加えて PCR 反応の増幅効率が良いことの 3 点に着目し，
ITS，LSU，rpb2 および tub2 の中から 1 領域を選択した．  
iii. 既知種と未記載種を分ける相同性基準値の設定 
 相同性基準値（%）の設定には，収集した ex-type strain
および representative strain の 30 % のシーケンスデータを
Query（300bp 以上）として，構築した Local Blast で検索
し，その結果，「スコア・相同性の値が最も高い近縁種」
の相同性（%）の平均値 M，標準偏差 SD を算出した．さ
らに正規分布の確率密度 f(x)（数式 1）から正規分布曲線
を作製し，既知種と未記載種を分ける相同性基準値（%）
を割り出した（µ = 平均値，σ = 標準偏差）． 
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3．結果および考察 
① 国内で発生した Phoma 様菌類の病害診断 
 2015 ~ 2018 年にかけて罹病植物より分離された Phoma
様菌類のうち，接種試験により病原性が確認された合計
38 菌株の診断を行った．その結果，国内未記録病害が 9
件，未記載種による病害が 4 件，確認された（表 1）． 
 
表 1 Phoma 様菌類の病害診断結果 
宿主 – 和名 宿主 – 科名 病原菌 – 学名（*：未記載種） 病名 
（*：未記録）
ウラルカンゾウ マメ 
Xenodidymella sp. * 斑点病 * 
スペインカンゾウ マメ 
トウキ セリ Didymella sp. 1* 斑点病 * 
トウキ セリ Didymella sp. 2 * 根腐病 * 
ミシマサイコ セリ Didymella sp. 3 * 根朽病 * 
カノコソウ オミナエシ Stagonosporopsis valerianellae 葉枯病 * 
キンギョソウ オオバコ Heterophoma poolensis （未提案） 
カブ アブラナ Stagonosporopsis caricae （未提案） 
シラカシ ブナ Didymella nigricans （未提案） 
ワサビ アブラナ Phoma wasabiae 墨入病 
カリフラワー アブラナ Phoma wasabiae （未提案） 
  
 
図 1 診断例：Didymella sp. 1 よるトウキ斑点病（新称）
の症状および形態的特徴 
 
①罹病葉 ②OA 上の分生子殻 ③孔口 ④分生子殻断面 
⑤分生子殻壁 ⑥分生子 ⑦分生子形成細胞 ⑧OA 培養菌叢 
⑨MEA 培養菌叢 ⑩CYA 培養菌叢 
（Bar：②200µm，③⑤20µm，④100µm，⑥⑦2µm） 
 
② Phoma 様菌類の分類学的再検討 
 ワサビ墨入病菌 Phoma wasabiae Yokogi は，世界各地の
ワサビ圃場で発生する重要な植物病原菌の 1 つである．
Index FungorumやSpecies Fungorum，Mycobankによると，
本菌の原記載は野津・横木（1933）が採用されてきた［10］． 
Reddy et al.（1998）は Ph. wasabiae に対して Plenodomus
属への新組み合わせを行い， Plenodomus wasabiae 
（Yokogi）J.F. White & P.V. Reddy を提案した［11］．と
ころが，野津・横木（1933）には，Ph. wasabiae という学
名はおろか，形態的特徴についての記述も存在せず，さ
らに 1933 年前後の両氏や他の著者によって書かれた Ph. 
wasabiae の文献にも，本菌の形態的特徴に関しての記述
は見つからなかった．したがって，Ph. wasabiae は裸名
（nomen nudum）と判断した． 
ワサビ墨入病およびその病原菌の世界で最初の報告は，
野津・横木（1933）と考えられたため，両氏が保存した
標本を探索したが所在不明であった．次に，本病原菌が
初めて見つかった島根県のワサビ圃場を調査した結果，
ワサビ墨入病の病徴から，Phoma 様菌類の分離に成功し
た．さらに，本分離菌を用いた健全ワサビ苗への接種試
験では，病徴が再現され接種菌が再分離された．病原菌
の系統解析を行った結果，我々のワサビ分離菌と Reddy et 
al.（1998）が報告した Pl. wasabiae は同じクレードに含ま
れた．上述したように，Pl. wasabiae は Ph. wasabiae の新
組み合わせにより命名された非合法名である．以上より，
ワサビ墨入病を Plenodomus 属の新種として新たに提案し
た． 
 
 
図 2 ITS，LSU，rpb2 および tub2 領域における最尤法を
用いた系統樹 
ML tree 
ITS，LSU，rpb2，tub2 
2850bp 
T : ex-type strain 
ET : ex-epitype 
③ Local Blast を用いた簡易同定診断技術の確立 
同定診断に使用する 4 領域を検討した結果，データ量
が充実していて，近年の分類体系に極めて合致した tub2
領域を選択した．tub2 領域の全シーケンスデータ 196 配
列のうち 67 配列を Query とし Local Blast 検索を行った結
果，平均値 M = 96.7 % ，標準偏差 SD = 2.2 % であった．
さらに作製した正規分布曲線から「相同性 98.9 % 以下で
未記載種か検討を要し，94.5 % 未満で未記載種の可能性
が高くなる」ことが明らかとなったため，既知種と未記
載種を分ける相同性の基準値は 99.0 % と設定した（図 3）． 
この同定基準値をもとに，表 2 に記載した第 1 章の診
断結果を検証したところ，既知種だったサンプルはいず
れも相同性 100 % で，未記載種は相同性 93.4 ~ 98.2 % と
基準値に則した結果となった（表 2）． 
 本章で確立した簡易同定診断技術は，Phoma 様菌類の
病害診断の迅速性を上げるだけでなく，既に病名登録さ
れた Phoma 様菌類を再分類・再同定し，最新分類への適
応を行う際に役立つと考えられる．本研究で構築した
Local Blastの強みは，最新の学名と信頼性のおける ex-type 
strain および representative strain を揃えている点であり，
これは NCBI や Q-bank の Web Blast にはない，再分類・
再同定に適した利点である．植物病名データベース上に
正確な属名・種名の登録件数が増加すれば，病原菌の宿
主範囲や伝染様式などの性質が明らかになり，適切な防
除に繋がる．今後，誰もがこの手法を利用できるような
簡易同定診断システムの構築を目指したい． 
 
 
図 3 tub2 領域における相同性（%）の正規分布曲線 
 
表 2 診断結果（表 1）の tub2 領域 Local Blast 検索結果 
宿主 – 和名 病原菌 – 学名（*：未記載種） 菌株名 近縁種との
相同性（%）
ウラルカンゾウ Xenodidymella sp. * MAFF 245054 93.5 
スペインカンゾウ Xenodidymella sp. * MAFF 245055 93.4 
トウキ Didymella sp. 1 * MAFF 246744 96.4 MAFF 246747 96.4 
トウキ Didymella sp. 2 * MAFF 246745 95.8 MAFF 246746 96.4 
ミシマサイコ Didymella sp. 3 * MAFF 245932 97.9 MAFF 245933 98.2 
カノコソウ Stagonosporopsis valerianellae TKP321 100 NSKP4 100 
カブ Stagonosporopsis caricae PmaR1006-1 100 PmaR1006-2 100 
キンギョソウ Heterophoma poolensis MAFF 245239 100 
シラカシ Didymella nigricans HM18-043C 100 
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